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RESUMO 
 
Objetivou-se com este trabalho avaliar a ultrassonografia Doppler com o exame clínico- 
andrológico e fertilidade de equinos no estado da Paraíba. Onze equinos da raça quarto 
de milha, com idade entre três a 27 anos foram utilizados neste experimento. Os 
ejaculados foram colhidos pelo método de vagina artificial e as amostras foram 
submetidas à avaliação de cinética espermática a campo e pelo sistema automatizado 
para análise espermática (CASA). Em seguida, os animais foram submetidos à 
avaliação do fluxo sanguíneo testicular com a ultrassonografia Doppler. Diferenças 
(p<0,05) foram observadas entre os parâmetros de motilidade subjetiva avaliada a 
campo e no CASA. Avaliação da integridade da membrana espermática a campo foi 
semelhante ao teste de fluorescência. Animais idosos apresentam motilidade reduzida 
seguidos de um menor aporte sanguíneo na região testicular e baixa fertilidade. A 
ultrassonografia Doppler identificou que o Índice de Pulsatilidade tem correlação 
positiva com amplitude de deslocamento lateral de cabeça (ALH) do espermatozoide. 
Conclui-se que o exame clínico-andrológico, quando isolado, não determina a 
capacidade fértil de garanhões; a ultrassonografia associada ao método Doppler 
identifica animais subférteis e pode ser uma ferramenta auxiliar na seleção de 
reprodutores equinos com potencial fertilidade. 
 
Palavras-chaves: fertilidade; índice de resistência; motilidade espermática. 
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ABSTRACT 
 
The aim of this study was to evaluate the Doppler ultrasonography with the clinical-
andrological examination and fertility of horses in the state of Paraíba. Eleven quarter 
horse equine animals, aged among three to 27 years, were used in this experiment. 
Ejaculates were collected by the artificial vagina method and the samples were 
submitted to field sperm kinetics and by computer-assisted sperm analyses (CASA). 
Afterwards, the animals were submitted to evaluation of testicular blood flow with 
Doppler ultrasonography. It was observed statistical differences (p<0.05) between the 
parameters of subjective motility evaluated in the field and (CASA). Evaluation of 
sperm membrane integrity in the field was similar to the fluorescence test. Older 
animals have reduced motility followed by a lower blood supply in the testicular region 
and low fertility. The Doppler ultrasonography identified that the Pulsatility Index has a 
positive correlation with the amplitude of the lateral displacement of the head (ALH) of 
the spermatozoid. It is concluded that the clinical-andrological examination, when 
isolated, does not determine the fertile capacity of stallions; ultrasound associated with 
the Doppler method identifies subfertile animals and may be an auxiliary tool in the 
selection of equine reproducers with potential fertility. 
 
Keyword:  fertility; resistance index; sperm motility 
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1 INTRODUÇÃO 
O complexo do agronegócio equino no Brasil é uma atividade que movimenta 
anualmente R$ 16,15 bilhões e gera 612 mil empregos diretos, sendo responsável por 
desenvolver cerca de 3 milhões de postos de trabalho de forma indireta (OBINO 
FILHO, 2016). 
Destacam-se também no agronegócio equino os vários fornecedores de insumos, 
produtos, serviços para a criação, como medicamentos, rações, selas, acessórios, 
ferrageamento, veterinários, treinadores, transporte de equinos, ensino e pesquisa 
(AZEVEDO, 2015). 
A partir da segunda metade do século XX, destacam-se a introdução do cavalo 
no aspecto social, nas atividades de esportes e lazer, na equoterapia auxiliando no 
tratamento de portadores de dificuldades na área cognitiva, psicomotora e sócia afetiva 
(LIMA et al., 2006).  
O Nordeste é o principal impulsionador deste desenvolvimento devido ao 
esporte da vaquejada, reunindo cerca de 600 animais em apenas uma única prova final 
de semana, este esporte provém da cultura sertaneja nordestina, como grande 
manifestação popular (AZEVEDO, 2015). 
A importância econômica de um reprodutor da espécie equina é fundamental 
dentro da equinocultura brasileira, pois muitos animais de alto valor zootécnico são 
exigidos ao extremo durante repetidas estações de monta pelo alto valor de suas 
coberturas. Portanto, falhas na fertilidade destes garanhões esportistas acarretarão 
prejuízos econômicos consideráveis (HAMMES et al., 1996). 
De acordo com Ginther (1992), a espécie equina foi considerada por muito 
tempo como a de menor fertilidade entre as espécies domésticas, o que foi atribuído a 
características de seleção e problemas relacionados ao manejo reprodutivo. Nesse 
aspecto é válido ressaltar a relevância do garanhão na reprodução equina, sendo ele o 
responsável por produzir um grande número de produtos por ano. Através de um único 
ejaculado pode fecundar várias éguas quando utilizadas modernas biotecnologias. 
Desta forma, o exame andrológico passa a ser uma ferramenta de grande 
importância na comercialização de coberturas e garanhões, já que nas outras espécies 
domésticas, com raras as exceções, não são selecionadas pelo seu desempenho 
reprodutivo, e sim pelo seu pedigree, desempenho esportivo e outras características. 
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O exame do potencial de fertilidade de um garanhão inclui todas as etapas de um 
exame andrológico, e é indicado antes de iniciar a estação de monta, exposição, 
diagnósticos de sub ou infertilidade, ocorrência da puberdade, destinado a 
criopreservação de sêmen e comercialização (PAPA et al., 2011).  
O exame andrológico é uma forma indireta de avaliar a fertilidade de garanhões. 
As principais causas de infertilidade equina são variadas, como cópula mal realizada, 
agentes patológicos e problemas na qualidade espermática. Cavalos que apresentam 
alterações no seu comportamento sexual devem ter uma atenção redobrada; levando em 
consideração o exame do sêmen, o que se objetiva é avaliação indireta, como a 
quantidade, qualidade, forma de armazenamento e o transporte no trato genital 
masculino.  
Baseado na importância do mercado do cavalo e a identificação do crescimento 
deste setor, este trabalho objetivou avaliar a relação do exame andrológico, estudos 
ultrassonográficos e a fertilidade em equinos garanhões criados no estado da Paraíba. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
 Realizar exame clínico-andrológico em reprodutores equinos criados no estado 
da Paraíba. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
 Fazer exame ultrassonográfico do testículo, epidídimo e funículo espermático de 
reprodutores equinos; 
 Fazer exame ultrassonográfico com Doppler da região escrotal, testículo e 
funículo espermático de reprodutores equinos; 
 Correlacionar o fluxo sanguíneo da região reprodutiva com a qualidade 
espermática de reprodutores equinos; 
 Verificar a influência do exame ultrassonográfico na fertilidade de garanhões 
criados no Estado da Paraíba. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 
3.1 Anatomia do Aparelho Genital Masculino Equino 
Para uma avaliação apropriada de um garanhão fértil, sub fértil ou que seja 
suspeito de algum problema reprodutivo, o entendimento da localização normal, forma 
e tamanho de cada órgão deve ser estudada e conhecida (AMANN, 2004). A genitália 
externa do garanhão é formada pelo pênis, prepúcio, uretra peniana, escroto, os 
testículos, epidídimos e o cordão espermático (SAMPER, 2000). 
O pênis é o órgão responsável pela cópula, no qual é formado por uma base, 
corpo e glândulas penianas. É um órgão músculo-cavernoso composto por dois 
compartimentos independentes (CHENIER, 2000). A primeira estrutura do pênis é 
formada pelo corpo esponjoso e as glândulas da uretra, que se localiza em todo 
compartimento do pênis, constituindo o tecido cavernoso. Os espaços cavernosos 
juntam-se no nível das glândulas do pênis para formar o corpo esponjoso da glande. O 
corpo esponjoso da glande é responsável pelo crescimento acentuado das glândulas após 
estimulação do órgão. O corpo cavernoso é o segundo compartimento do pênis, que é o 
maior e estende-se por todo corpo do pênis; quando preenchido pelo sangue arterial, 
ocorre ereção peniana (Figura 1) (SAMPER, 2000). 
O prepúcio é composto por uma dupla invaginação de pele que contém e recobre 
a porção livre do pênis, quando não ereto. A parte externa estende-se do escroto até 
próximo à região umbilical, formando o óstio prepucial (SISSON, 1986). A camada 
interna percorre caudalmente ao óstio prepucial para formar a cavidade da parte externa 
do prepúcio. Esta camada forma, no interior da bainha, o prepúcio verdadeiro, local 
onde fica a parte cranial do pênis (GETTY, 2008). 
A uretra peniana é uma estrutura tubular membranosa, que se inicia da bexiga e 
segue até o processo uretral na glande do pênis. A uretra finaliza na extremidade no 
pênis, junto à fossa da glande do pênis, que se divide em três divertículos uretrais, onde 
muitas vezes ocorre o acúmulo de esmegma (SAMPER, 2000). 
O escroto é uma evaginação da pele composta por dois sacos escrotais, 
separador pelo septo escrotal (AMANN, 2011). O escroto de um equino é pendular e 
flexível. Durante a palpação ou temperaturas frias, esta estrutura pode ficar menor e os 
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testículos retraírem em direção ao abdômen. O escroto é envolvido por uma fina camada 
de pelo, glândulas sudoríparas e uma camada muscular, a túnica Dartos, sendo a 
estrutura mais importante para realizar a regulação da temperatura testicular 
(CHENIER, 2000). 
 
Figura 1. Anatomia do pênis do garanhão (A); Corte transversal (B)  
 
Fonte: adaptado de Riegel e Hakola (2004). 
 
Os testículos são recobertos pela túnica albugínea, que realiza a sustentação e a 
divisão dos testículos em lóbulos (CHENIER, 2000). Na parte intersticial encontra-se os 
vasos sanguíneos, fundamentais no fluxo de entrada e saída de hormônios e nutrientes 
nos testículos, vasos linfáticos, nervos, tecido conjuntivo e as células de Leydig. O 
tecido intersticial é composto na sua maioria pelas células de Leydig, que são 
responsáveis pela produção de testosterona e hormônios esteroides (JOHNSON; 
THOMPSON, 1987). 
Túbulos seminíferos convolutos dão origem aos túbulos seminíferos retos (tubuli 
seminiferi recti). Os túbulos seminíferos retos atuam como uma zona de passagem que 
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os espermatozoides passam do epitélio seminífero para o epidídimo, cada túbulo 
seminífero reto liga-se a 13 a 15 ductos eferentes que culminam no ducto epididimário 
(AMMAN et al., 1977). Estes são formados por células espermatogênicas, ou seja, as 
espermatogônias, espermatócitos e espermátides envolvidos pelas células de suporte, as 
células de Sertoli, responsável pela produção dos espermatozoides através da 
espermatogênese (STANBENFELD; EDQVIST, 1996).  
Após o desenvolvimento das células germinativas, as células de Sertoli liberam 
as espermátides dentro do lúmen dos túbulos seminíferos, passando pelo sistema de 
ducto coletor chamado de rete testis antes da sua passagem para o epidídimo. Durante 
esta passagem os espermatozoides passam por um processo bioquímico para se 
tornarem espermatozoides moveis e férteis (O‟DONNEL et al., 2001). 
 O epidídimo é dividido em três segmentos: cabeça, corpo e cauda. A cabeça tem 
uma leve aderência ao testículo, onde se curva ao redor deste e continua como corpo do 
epidídimo. O corpo é cilíndrico e localiza-se até a superfície dorsal do testículo 
(AMANN, 1993). Pelo ponto de vista funcional, o epidídimo possui três segmentos: a 
cabeça proximal e o epitélio dos ductos eferentes, responsáveis pela absorção de soluto 
e fluído proveniente dos testículos; na porção média, estão cabeça e corpo, região de 
maturação dos espermatozoides; e o segmento terminal é formado pela cauda do 
epidídimo e a porção dos ductos deferentes, local onde se tem o armazenamento dos 
espermatozoides férteis (AMANN, 2011). 
O ducto deferente é a continuação do ducto epididimário, que se prolonga da 
cauda do epidídimo, passando pelo cordão espermático até a uretra pélvica. Nos 
equinos, o ducto deferente possui uma parede de músculo liso espessa, sendo possível 
sua inspeção pela palpação escrotal. Próximo a uretra pélvica ele se dilata e comunica a 
ampola do ducto deferente. Esta ampola tem um diâmetro médio de 18 mm, diferente do 
ducto deferente, que possui entre 4 a 5 mm (AMANN, 2011). 
As glândulas uretrais ou bulbouretrais são estruturas ovoides circundadas por 
uma musculatura, localizada caudal à próstata dorsal e à uretra pélvica. As secreções 
liberadas neutralizam o pH antes da ejaculação, através da liberação de fluidos límpidos 
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(SETCHELL, 1991). A próstata é uma glândula firme e nodular, com dois lobos 
estreitos, ligados pelo istmo (AMANN, 2011).  
As glândulas vesiculares são duas estruturas alongadas localizadas cranialmente 
e ligeiramente lateral à próstata e às ampolas. Fisiologicamente são difíceis de serem 
palpadas. Sua função é produzir o fluido para última fração do ejaculado. Assim a 
secreção de fluidos vesiculares seminais e fluidos da próstata forma a porção do fluido 
do ejaculado (YOUNGQUIST, 1997). 
 
3.2 Endocrinologia da Reprodução do Garanhão 
A fisiologia da reprodução dos equinos possui uma relação direta com a 
sazonalidade das estações do ano. Ao longo da estação do ano, éguas e garanhões 
sofrem influência da intensidade e quantidade de luz ao longo do dia, que se alterna 
durante a época do ano (GINTHER et al., 2004). 
Esta sazonalidade reprodutiva no estado selvagem tem importância reprodutiva, 
pois ela determina a época do ano em que os animais fazem o acasalamento, 
concentrando o nascimento dos potros nas estações de melhor oferta alimentar, com 
aumento na sobrevivência e crescimento dos animais (GINTHER et al., 2004). Um 
hormônio denominado melatonina, a qual é produzido pela glândula pineal, é 
responsável pelo efeito da sazonalidade reprodutiva nos equinos. A melatonina é 
sintetizada a partir do aminoácido triptofano por meio de duas enzimas principais, N- 
acetiltransferase (NAT) e hidroxiindol- O- metiltransferase (HIOMT); esta ativação 
ocorre devido a liberação de neurotransmissores, liberados durante a noite. Este 
hormônio é responsável pelo controle da secreção do Hormônio Liberador de 
Gonadotrofina (GnRH), que por sua vez, controla a secreção do Hormônio Folículo 
Estimulante (FSH) e do Hormônio Luteinizante (LH), relacionados diretamente com a 
espermatogênese nos machos (McKINNON, 1993).  
Especificamente nos equinos, a melatonina tem a capacidade de bloquear a 
secreção de GnRH, ocasionando na redução da liberação de FHS e LH, influenciando 
negativamente sobre a espermatogênese. Acredita-se que a melatonina age diminuindo a 
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concentração intracelular de adenosinamonofosfato cíclico (AMPc) e bloqueia o influxo 
de cálcio nas células gonadotróficas da adenohipófise (PANG et al., 1998). 
O hipotálamo, órgão que fica posicionado acima da hipófise, é o responsável 
pelo primeiro estímulo hormonal no ciclo reprodutivo dos equinos, por meio da 
liberação pulsátil de GnRH. Este hormônio, via porta hipofisária, atua na adenohipófise, 
sendo reconhecido pelas células presentes nesta, desencadeando a secreção dos 
hormônios FSH e LH, que pela corrente sanguínea atua nas células testiculares, 
resultando na produção dos esteroides, que atuam na formação dos espermatozoides 
(DELLAQUA et al., 2002). 
O LH atua na produção e a liberação de testosterona e do estrógeno nas células 
de Leydig. A testosterona, quando em altas concentrações locais, atua na 
espermatogênese, com ações em diversos órgãos alvos, mantendo as características 
masculinas, a libido e desenvolvimento das glândulas sexuais acessórias. Já o FSH tem 
um papel importante na produção do espermatozoide, com atuação sobre as células de 
Sertoli e na regulação da produção de proteínas fundamentais para formação do 
espermatozoide, ou seja, a função gametogênica. Outros dois hormônios do sistema 
reprodutor chamados de inibina e ativina são responsáveis pela regulação do FSH, 
controle da quantidade de fluido seminífero tubular, manutenção da barreira hemato-
testicular e a sustentação das células germinativas essências para a sustentação 
(SAMPER, 2000).       
 
3.3 Espermatozoide Equino 
O espermatozoide é constituído por cabeça, colo e cauda, apresentando 
diferentes composições físico-químicas em cada segmento. O comprimento da célula 
espermática é espécie-específico, variando entre 50 μm (suínos) a 90 μm (bovinos), 
ovino com aproximadamente 68 μm (BERGMANN, 2006).  
As células espermáticas dos equinos apresentam cabeças com formato achatado, 
em forma de raquete, com dimensões aproximadas de 60-65 μm de comprimento total, 
6-7 μm para o comprimento de cabeça, 10 μm para a peça intermediária, 40 μm para a 
peça principal e 4-5 μm para a peça final (MEYERS, 2009). A largura da cabeça possui 
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aproximadamente entre 3,5-4 μm no segmento equatorial do acrossoma, parte mais 
larga da célula, que contem também o núcleo (AMANN; GRAHAM, 1993). 
A membrana plasmática que recobre toda célula espermática é composta por 
uma bicamada fosfolipídica com incorporação de moléculas de colesterol, que exerce 
função de estabilizar a membrana, carboidratos complexos e proteínas associadas a 
lipídios ou ao glicocálice. Algumas destas proteínas transmembranares auxiliam na 
formação de canais iônicos, poros, receptores ou componentes de transdução de sinal, 
constituindo no seu total cerca de 50% do peso molecular da membrana. A membrana 
plasmática encontra-se ancorada às estruturas subjacentes na região do acrossoma 
espermático, lâmina pós acrossômica e região do colo. Na cabeça do espermatozoide a 
membrana encontra-se dividida em duas regiões, a acrossômica, incluindo o anel celular 
periférico e a maior parte do acrossoma (MEYERS, 2009). 
A cabeça do espermatozoide é composta por acrossoma e núcleo. O principal 
papel do acrossoma é fazer a ligação entre o espermatozoide e a zona pelúcida do oócito 
durante a fertilização (ABOU-HAILA; TULSIANI, 2000). Originário do complexo de 
Golgi, o acrossoma possui enzimas como glicohidrolases, proteases e esterases, que 
atuam na degradação da zona pelúcida (GADELLA, 2008). 
Durante a exocitose do acrossoma, ou seja, a reação acrossômica, ocorre a fusão 
da membrana externa do acrossoma com a membrana plasmática, permitindo a atuação 
das enzimas sobre a zona pelúcida (MEYERS, 2009).  Em sequência, ocorre a 
exposição do envelope nuclear, para liberação do conteúdo genético masculino, após 
contato com o oolema (GADELLA, 2008).  
O núcleo possui ácido desoxirribonucleico (DNA) condensado, associado com 
proteínas nucleares denominadas protaminas. Estas consistem em proteínas de baixo 
peso molecular, que varia entre 27 a 65 aminoácidos, pH básico e ricas em arginina e 
cisteína (MEYERS, 2009). 
 Cabeça e a cauda do espermatozoide são articuladas pelo colo. O maior 
segmento da célula espermática é a cauda (peça intermediária, principal e final). A peça 
intermediária é caracterizada por uma bainha mitocondrial, composta por mitocôndrias 
dispostas na forma helicoidal, envolvendo o complexo axonemal e as nove fibras densas 
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externas (PESCH; BERGMANN, 2006). As mitocôndrias são responsáveis pela 
produção de maior parte da energia a partir da geração de ATP, possibilitando o 
movimento do espermatozoide (CÂMARA; GUERRA, 2008). 
 Segundo Valle e Silva Filho (2001), a passagem e a maturação dos 
espermatozoides mamíferos no epidídimo são acompanhadas por mudanças 
morfológicas e químicas da membrana, como o acúmulo de ácido siálico, carboidrato 
associado à glicoproteína, na superfície membranar, tornando o espermatozoide 
negativamente carregado, resultando em atração e adsorção de proteínas em regiões 
específicas da membrana plasmática. 
O espermatozoide formado possui energia necessária para desempenhar suas 
funções, ou seja, estas células são capazes de efetuar troca gasosa com o plasma seminal 
ou com ambientes ricos em substâncias nutritivas e proteicas (MIES FILHO, 1982). 
Segundo Correia e Correia (1985), o plasma seminal produzido pelas glândulas 
acessórias (próstata, bulbouretrais e glândulas vesiculares) contém diferentes 
componentes, como açúcares, ácido cítrico, minerais e proteínas, correspondendo aos 
constituintes orgânicos do fluido seminal. 
Esses autores descrevem ainda que a motilidade espermática é consequência da 
contratilidade do flagelo, promovida pela ação de proteínas presentes na cauda 
espermática. Desta forma, os ciclos de contração/relaxamento da cauda espermática 
resultam da atividade da ATPase, enzima que utiliza o ATP como substrato para 
produção de energia. Todavia, o metabolismo espermático ocorre de forma aeróbica e 
anaeróbica. Assim, em ambiente anaeróbico, a frutose é essencial para o metabolismo 
da célula espermática, e com a redução deste açúcar, a via anaeróbica deixa de produzir 
energia, recorrendo à parcial oxidação do ácido lático (respiração exógena) e oxidação 
de componentes lipídicos intracelulares (respiração endógena). 
 
3.4 Avaliação Seminal 
 De acordo com o Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 2013), o 
sêmen equino apresenta volume médio de 30 mL, vigor espermático 3, ausência de 
turbilhonamento, motilidade média de 70% e concentração de 9x10
9
 espermatozoides 
por ejaculado. As características seminais sofrem alteração entre indivíduos da mesma 
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raça, diante disso, estas avaliações são de extrema importância para a seleção de um 
bom garanhão como reprodutor (McKINNOM, 1993). 
 Uma das avaliações de rotina é a motilidade espermática, que demonstra 
população de espermatozoides móveis presentes no sêmen. Para avaliação usa-se uma 
gota de sêmen depositada entre uma lâmina e lamínula pré-aquecida em 37 ºC para 
avaliação no microscópio óptico, em objetiva com aumento de 10x até 40x. Segundo o 
CBRA (2013), garanhões com motilidade inferior a 70% no sêmen fresco e 30% no 
congelado não devem ser submetidos à reprodução. 
 A escala de vigor do sêmen é de zero a cinco, sendo zero a ausência de vigor e 
cinco o vigor máximo, e uma avaliação em conjunto com a motilidade, representando a 
força com que o espermatozoide se movimenta (CBRA, 2013). 
 A concentração espermática é representada pelo número de células por mL de 
sêmen. A contagem é determinada com o uso da câmara de Neubauer (FERNANDES, 
2002). A análise da concentração espermática é fundamental para congelação de sêmen 
e inseminação artificial, ou seja, quanto maior a concentração maior será o número de 
palhetas que podem ser congeladas e consequentemente o número de éguas inseminadas 
(PAPA, 2011).  
 
3.5 Avaliações da Integridade Membrana Plasmática 
 Os testes utilizados na rotina de análise do sêmen consistem, basicamente, na 
avaliação da concentração, morfologia, motilidade espermáticas, volume, aspecto, odor 
e coloração recomendados pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 
2013). Contudo, há evidências de que tais parâmetros, isoladamente, não são suficientes 
para estimar o potencial de fertilidade de um ejaculado. Sabe-se que a membrana 
plasmática está envolvida em trocas metabólicas com o meio, o estudo de sua 
funcionalidade torna-se essencial, haja vista a grande influência de sua atividade 
bioquímica nos processos de capacitação espermática e fertilização. E, quando realizado 
junto aos parâmetros tradicionais de avaliação do sêmen, resulta em determinação mais 
precisa dos índices de fertilidade (LEBOUEF et al., 2006). 
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3.5.1 Teste de integridade de membrana 
 Os espermatozoides vivos obtidos de um ejaculado são facilmente identificados 
através da característica que a membrana plasmática apresenta que é a 
impermeabilidade a corantes, que comumente são componentes moleculares de tamanho 
superior à capacidade de difusão na membrana celular. A eosina, durante décadas tem 
sido utilizada para identificar estas células espermáticas lesadas. Este corante atravessa 
a membrana plasmática e fixa-se ao núcleo, o que confere cor rosácea aos 
espermatozoides mortos, mantendo-se incolores os espermatozoides vivos; a 
visualização dos espermatozoides vivos é facilitada pela adição à eosina de um corante 
de contraste, a nigrosina. A combinação eosina-nigrosina, além de permitir a 
identificação dos espermatozoides vivos e mortos, permite a avaliação morfológica dos 
espermatozoides (DOTT; FOSTER, 1972). 
  
3.5.2 Teste hiposmótico 
 O teste hiposmótico (HOST) é indicado para avaliar a funcionalidade da 
membrana plasmática do espermatozoide. Essa membrana tem característica de permitir 
o transporte de moléculas de forma seletiva, provocando aumento de volume ou 
ingurgitamento do espermatozoide, observado na cauda (DREVIS, 1972). Devido à 
capacidade de a cauda espermática enrolar quando em contato com solução 
hiposmótica, demostra que ocorreu o transporte de água através da membrana 
sinalizando que a membrana encontra-se íntegra. Diante disso, o enrolamento da cauda 
tem relação direta com a funcionalidade da membrana presente na cabeça do 
espermatozoide (JEYENDRAN et al., 1989). 
 Desta forma, a membrana espermática funcional tem relação direta com a 
motilidade, visto que a membrana intacta tem grande relevância e correlação positiva no 
processo de capacitação espermática (TAKAHASI et al., 1990). Na espécie equina, o 
teste hiposmótico pode ser uma ferramenta de predição da capacidade de identificar 
quais garanhões possuem células espermáticas aptas para suporta o resfriamento e 
criopreservação (HENRY; BEKER, 2005). Apesar da relativa simplicidade do HOST, 
vários pontos podem ser trabalhados para torná-lo um teste de alta confiabilidade. Pode-
se discutir desde qual soluto utilizar e a osmolaridade ideal da solução, até o número de 
células a serem contadas. Em estudos com sêmen de equinos verificou-se a existência 
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de correlação entre o HOST e outros parâmetros seminais, demonstrando que esse teste 
poderia ser utilizado como um teste preditivo de fertilidade (MELO; HENRY, 1999).  
 
3.5.3 Utilização de sondas fluorescentes na avaliação espermática 
O avanço nas biotécnicas aplicadas à andrologia tem oferecido novos métodos 
de avaliar a capacidade funcional de espermatozoides de diversas espécies (GARNER; 
JOHNSON, 1995). Dessa forma, o monitoramento da funcionalidade de organelas dos 
espermatozoides ou seus compartimentos têm sido realizados por procedimentos 
específicos de coloração, tecnicamente as sondas fluorescentes (CELEGHINI, 2005). 
Segundo Celeghini et al. (2007), a funcionalidade e/ou a integridade das 
estruturas espermáticas são monitoradas pelas sondas fluorescentes ou fluoróforos, 
sondas que possuem características de ligação à pontos específicos das células, 
facilitando o diagnóstico. Assim, essa técnica é utilizada com sucesso entre as espécies, 
nas diferentes estruturas da célula espermática, podendo ser utilizada de forma isolada 
ou em associações nas espécies bovina (GARNER et al., 1997), equina (GRAVANCE, 
2000), caprina (BATISTA et al., 2009) e ovina (SILVA et al., 2009b). 
Essas diferentes afinidades das sondas fluorescentes por determinadas áreas do 
espermatozoide são determinadas pela interação das sondas com os lipídeos e proteínas 
distribuídas nas membranas (EDDY, 1994). Uma variedade de sondas fluorescentes tem 
sido usada isolada ou associada na andrologia, combinações das sondas fluorescentes 
possibilitam a avaliação de diversos compartimentos espermáticos simultaneamente. A 
associação de métodos e técnicas de coloração é uma prática necessária, visto que, 
alguns corantes são eficientes em sensibilizar determinadas estruturas da célula 
espermática e ineficientes em outras (VILLAVERDE et al., 2008). 
Portanto, microscopia de epifluorescência ou citometria de fluxo, quando 
utilizados com sondas de fluorescentes, pode avaliar: a integridade de membranas 
plasmática e acrossomal, o potencial mitocondrial, a translocação de fosfolipídios de 
membrana, o índice de caspase-ativada, o índice de fragmentação de DNA, a 
integridade do flagelo, a peroxidação lipídica, fosforilização da tirosina, reação 
acrossômica, entre outros (GARDES et al., 2010). 
Sondas que possuem afinidade por endonucleases são utilizadas para avaliar a 
integridade da membrana plasmática, pois quando esta estrutura estiver lesada, a sonda 
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penetra e cora o núcleo, onde concentra-se o DNA (SILVA, 2010). Silva e Gadella 
(2006) listaram diferentes sondas supra vitais utilizadas com esta finalidade: Hoechst 
33258, YoPro-1, Iodeto de Propídeo (IP), Etídio Homodimérico-1, ToPro-3 e TOTO. 
Outra avaliação para integridade da membrana é com uso de sondas classificadas 
como anfipáticas, conseguem atravessar a membrana intacta e se ligar às esterases, 
identificando a célula viável, como quando se usa o Diacetato de Carboxifluoresceína 
(DCF) e do SYBR-14® (Figura 3). Segundo Medina et al. (2000), o DCF é um éster 
não polar, não fluorescente, permeável à membrana plasmática que, dentro da célula é 
hidrolisado por esterases inespecíficas, resultando em um composto fluorescente e 
impermeável à membrana plasmática intacta que o adsorve e fluoresce em verde. 
 
Figura 2. Esquema de ação de diferentes sondas utilizadas em testes de integridade de 
membrana plasmática  
 
Fonte: Silva e Gadelha (2006). 
 
Geralmente as sondas quando utilizadas são associadas com outras que tenha a 
afinidade pelo DNA, como o IP, esta junção promove resultados confiáveis na 
identificação de espermatozoides com membranas plasmáticas intactas, uma vez que a 
membrana preservada é corada de verde, pela ligação do DCF e a lesada cora a região 
nuclear em vermelho pela ligação do IP ao núcleo celular (COLETO et al., 2002). 
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Silva e Gadella (2006), em uma revisão sobre a avaliação da integridade do 
acrossoma, destacaram que as lectinas podem ser utilizadas, uma vez que são capazes 
de ligar-se a carboidratos existentes exclusivamente nas glicoproteínas da membrana 
acrossomal (Figura 4). Substâncias geralmente derivadas da ervilha da espécie Pisum 
sativum (PSA) e do amendoim da espécie Arachis hypogaea (PNA), assim como a 
Concanavalina A (ConA), uma lectina D-glucose/D-manose ligante extraída de 
sementes da forrageira Canavalia ensiformis, são associadas a fluoróforos, para permitir 
sua visibilização ao microscópio de imunofluorescência, sendo mais utilizado o 
Isoticianato de Fluoresceína (FITC). 
 
Figura 3. Esquema de ação das sondas fluorescentes nas membranas acrossomais 
externa (MAE) e interna (MAI)  
 
Fonte: Silva e Gadelha (2006). 
 
As lectinas possuem locais de atuação diferente, a PNA apresenta afinidade 
pelos glicoconjugados da membrana acrossomal externa e as PSA e ConA liga-se à 
membrana acrossomal interna, mais especificamente aos grupos sacarídeos da 
glicoproteína pró-acrosina (HOLDEN et al., 1990). 
As lectinas específicas que podem ser conjugadas são PNA-FITC, PNA-TRITC 
e o PNA-RPE. A observação é feita em células vivas; a ausência de fluorescência indica 
acrossoma intacto e a fluorescência indica ruptura do acrossomo ou reação acrossomal 
(SILVA; GADELLA, 2006). A coloração quando realizadas com FITC-PNA, apresenta 
três características que são detectados no espermatozoide ligado à zona pelúcida: 1) 
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fluorescência uniforme por toda a capa acrossomal, intenso; 2) variando em graus de 
mosqueado ou padrão irregular por toda a região acrossomal ou fluorescência apenas na 
região equatorial; 3) ausência de fluorescência. Caso complexo espermatozoide-
hemizona seja permeabilizado antes da fixação, caracteriza como acrossomo intacto, 
acrossomo em reação e acrossomo reagido, respectivamente. (REGHINE, 2009).  Desta 
forma, quando a membrana plasmática está intacta e foi utilizado as sondas de PSA e 
ConA, não vai ocorre fluorescência. Entretanto, quando se tem lesão na membrana 
plasmática, observa-se fluorescência na região do acrossoma (SILVA; GADELLA, 
2006).  
As lectinas são proteínas que tem afinidade por carboidratos e têm sido 
marcadas com fluorescência para identificar a estrutura de superfície dos 
espermatozoides de mamíferos (CARDULO; FLORMAN, 1993). Várias lectinas são 
utilizadas para diferenciar células com acrossoma reagido daquelas com acrossoma 
intacto em particular as aglutininas derivadas do Pisum sativum (PSA), Arachis 
hypogea (PNA) e Triticum vulgares (WGA) (VALCARCEL et al., 1997). A vantagem 
de utilizar as lecitinas é devida os custos baixos, sua comercialização é disponível e as 
células são marcadas em poucos minutos (CARDULO; FLORMAN, 1993). 
 
3.6 Análise Objetiva do Sêmen 
Durante a década de 1940, pesquisadores necessitavam obter dados objetivos na 
porcentagem de espermatozoides móveis e informações sobre a velocidade do 
movimento destas células. Diante disso, acreditava-se que fosse obtido dados precisos 
do movimento espermático seria possível predizer o potencial de fertilidade de um 
macho ou selecionar o melhor procedimento para preparação do espermatozoide 
(AMANN; KATZ, 2004). 
Lord Rothschild, ainda na década de 40, utilizou uma câmera fotográfica em 
tempo real, usando iluminação de campo escuro para identificar imagens da trajetória 
do movimento do espermatozoide e, manualmente, determinar a velocidade de 
deslocamento. Vários sistemas foram desenvolvidos na mesma época, porém incapazes 
de mensurar a velocidade individual das células. Em 1978 surgiu o primeiro sistema 
automático capaz de avaliar a trajetória do movimento espermático baseado na 
avaliação individual (VERSTEGEN et al., 2002). 
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A primeira comercialização do Computer Assisted Sperm Analyzer (CASA) 
especificamente para avaliação da motilidade espermática foi o CellSoft® (CRYO 
Resources, Montgomery, New York) comercializado por volta de 1985 utilizado em 
laboratório de pesquisa e laboratórios médicos (Mack et al.,1988). Em 1986, surgiu o 
Hamilton-Thorn Research (HTM 2000®, Beverly, Massachusetts), também 
desenvolvido especificamente para este tipo de análise (AMANN; KATZ, 2004). 
Em 1992 surgiu o primeiro sistema integrado de computador e microscópio, o 
HTM-IVOS Sperm Analyzer®, permitindo a aquisição de imagens digitalizadas, 
proporcionando a classificação automática dos movimentos espermáticos, informando 
porcentagem de móveis, média de velocidade e porcentagem de progressivo. A HTM 
disponibiliza versões como HTM-IVOS 10® e HTM-CEROS 12.1®. A versão HTM-
IVOS 10® faz avaliação do sêmen humano, mas já foi validado para outras espécies, 
como a canina. A versão HTM-CEROS 12.1® permite ainda avaliar morfologia e 
morfometria espermática (IGUER-OUADA; VERSTEGEN, 2001). O sistema 
proporciona quantificar um elevado número de células com padrão de motilidade 
heterogêneo em um curto período de tempo (FARREL et al.,1996), gerando dados de 
concentração de espermatozoides/mL, morfologia, motilidade e velocidade 
(KRAEMER et al., 1998). 
  Diante de todas as vantagens que o sistema oferece, ele apresenta algumas 
desvantagens que tornam seu uso limitado (VERSTEGEN et al., 2002), como o custo 
do equipamento e a necessidade de validação, o controle de qualidade e a padronização 
das avaliações realizadas (DAVIS; KATZ, 1993). 
O CASA tem proporcionado nas pesquisas básicas resultados satisfatórios. O 
sistema tornou uma ferramenta útil no monitoramento da qualidade espermática de 
amostras submetidas a diferentes tratamentos experimentais (FARREL et al., 1996), 
pesquisa de novos diluidores seminais crioprotetores (AMANN; KATZ, 2004). 
No CASA, a avaliação das características seminais é realizada pelo sistema 
estroboscópico controlado por computador. A vídeo-micrografia faz o acompanhamento 
constante e análise sequencial do movimento do espermatozoide (MORTIMER, 2000). 
A motilidade do espermatozoide é realizada pelo batimento flagelar, embora seja o 
flagelo a parte do espermatozoide que origina a motilidade, os sistemas automáticos 
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medem o movimento da cabeça, devido a uma maior facilidade em acompanhar esse 
movimento do que o flagelar (AMANN; KATZ, 2004). 
Devido a frequência do batimento flagelar ser muito elevada, acima de 80 
batimentos por segundo em média, torna-se necessário, pelo menos, 200 observações 
por segundo para mensurar o padrão do batimento flagelar corretamente. Os sistemas 
atualmente avaliam 25-60 imagens por segundo, ou seja, usam uma menor frequência 
que a necessária para avaliação do batimento flagelar, impossibilitando a aquisição de 
boas imagens. A tecnologia de vídeo convencional é utilizada para obter imagens da 
movimentação de cabeça, devido a cabeça não se movimentar tão rapidamente como a 
cauda, o que possibilita a obtenção de imagens melhores (MORTIMER, 2000). As 
análises realizadas para a motilidade são através de uma câmera acoplada ao 
microscópio, que capta a imagem e converte para uma imagem digital, ou seja, essa 
sequência de imagem vai dar origem a um filme (DONALD et al., 1988). 
O sistema padroniza o tamanho mínimo e máximo aceitável para a cabeça do 
espermatozoide de cada espécie, e o computador irá reconhecer um objeto que cair na 
faixa de tamanho de cabeça espermática pré-estabelecida. Partículas presentes na 
imagem com tamanho abaixo deste limiar serão considerados parte do fundo. Os 
padrões de espermatozoides móveis não progressivo, linear lento, linear rápido e imóvel 
são classificados após o software reconhecer a célula e desenhar seu filme. Em 
sequência, outras características são observadas e calculadas como a porcentagens de 
movimentos, velocidade curvilínea (VCL), velocidade média do trajeto (VAP), 
velocidade linear progressiva (VSL), retilinearidade (STR), linearidade (LIN) e índice 
de oscilação ou wobble (WOB). Estas referenciam a padronização do movimento 
espermático (MORTIMER, 2000). 
Segundo Verstegen et al. (2002), os parâmetros reportados pelo CASA são a 
VCL, mensurada em micrômetros por segundo (µm/s), que é a velocidade da trajetória 
real do espermatozoide, geralmente a maior das três velocidades e serve como elemento 
de cálculo para a linearidade; A VSL (µm/s) é a velocidade média em função da linha 
reta estabelecida entre o primeiro e o último ponto da trajetória do espermatozoide, 
geralmente a mais baixa das três velocidades; a VAP (µm/s), que é a velocidade da 
trajetória média do espermatozoide, em casos onde a trajetória da cabeça espermática é 
muito regular e linear com pouco movimento lateral da cabeça, a VAP é quase a mesma 
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que a VSL, porém com trajetórias irregulares, não lineares ou onde existe um alto grau 
de movimento lateral, a VAP será maior que a VSL (FIGURA 4). 
 
Figura 4. Representação gráfica dos parâmetros quantitativos expressos pelo sistema 
CASA em uma trajetória irregular  
 
Velocidade Linear Progressiva (VSL); Velocidade Média do Trajeto (VAP); 
Velocidade Curvilínea (VCL). Fonte: SILVA (2010). 
   
A amplitude de deslocamento lateral da cabeça (ALH), mensurada em 
micrometros (µm), é a amplitude do deslocamento médio da cabeça do espermatozoide 
em sua trajetória real. A mensuração desse parâmetro está relacionada com a capacidade 
de penetração na zona pelúcida do óvulo, assim, a ALH é um dos parâmetros que tem 
efeito sobre a fertilização; a frequência do batimento flagelar cruzado (BCF), mensurada 
em Hertz (Hz) é o número de vezes que a cabeça do espermatozoide cruza a direção do 
movimento (VERSTEGEN et al., 2002).   
A linearidade (LIN) é a relação percentual entre VSL e VCL, ou seja, é a 
porcentagem de célula que tem index linear > 0.7, ângulo absoluto menor que 25° e 
ângulo algébrico menor que 3°. Quanto mais o espermatozoide se afasta da velocidade 
em linha reta, menor será sua linearidade. A retilinearidade (STR) é a relação percentual 
entre VSL e VAP e estima a proximidade do percurso da célula a uma linha reta (Tabela 
1) (MORTIMER, 2000). 
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Tabela 1. Velocidade qualitativa de espermatozoides avaliados pelo Sistema 
computadorizado de avaliação espermática 
Parâmetros de Velocidades Qualitativas   
Parâmetros Proporção de Velocidade   
Linearidade (LIN) (VSL/VCL) x 100 
 
Retilinearidade (STR) (VSL/VAP) x 100 
 
Índice de Oscilação (WOB) (VAP/VCL) x100   
Fonte: Adaptado de Silva (2010). 
  
 
Os valores de velocidade são determinados como percurso relevante percorrido 
em um período de tempo e são representados em µm/s, enquanto os valores de LIN e 
STR são determinados como raio dos valores de velocidade (AMANN; KATZ, 2004). 
A hiperativação no espermatozoide é o processo que apresenta durante o seu 
avanço no oviduto da fêmea, descrito como um movimento vigoroso, não progressivo, 
não linear e está relacionado como processo de capacitação e fertilização 
(VERSTEGEN et al., 2002). No processo da hiperativação, o padrão e o vigor da 
trajetória do espermatozoide sofrem alteração, passando a ter uma larga amplitude do 
batimento flagelar, aumento médio do movimento lateral da cabeça e cauda do 
espermatozoide associados com uma motilidade rapida ou não progressiva de baixa 
frequência de batimento flagelar (KAY; ROBERTSON, 1998). 
Através do CASA é possível avaliar da hiperatividade do espermatozoide a 
partir do uso de alta frequência. O uso de 60Hz permitiu melhor discriminação entre 
motilidade progressiva e motilidade hiperativada quando comparada a análises feitas a 
30Hz (CANCEL et al., 2000). Espermatozoide hiperativado é aquele que apresenta: 
VCL ≥ 70µm/s, ALH ≥ 7µm, LIN ≤ 30% e VSL ≤ 30 µm/s, observado em sêmen 
(VERSTEGEN et al., 2002). 
Nos últimos anos, o CASA tem mostrado ser uma ferramenta útil na avaliação 
das propriedades do espermatozoide de forma individual do ejaculado, mostrando 
grande potencial para predizer a fertilidade do macho (COX et al., 2006). Na tentativa 
de correlacionar os parâmetros do CASA com a taxa de fertilização, verificou-se que os 
valores de VAP, VSL e VCL são significativamente maiores em amostras com mais de 
50% de oócitos fertilizados (VERSTEGEN et al., 2002). Os parâmetros de velocidade 
de LIN e BCF apresentam melhor migração e penetração no muco cervical 
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(MORTIMER, 2000). Entretanto, entre os parâmetros cinéticos fornecidos pelo sistema 
CASA, a VCL e a ALH têm mostrado grande relação com taxa de fertilização. Segundo 
VERSTEGEN et al. (2002), os parâmetros BCF e LIN têm correlação positiva com a 
taxa de prenhez em alguns estudos, mas correlação negativa em outros estudos. 
 Espermatozoides humanos que apresentaram boa penetração no muco cervical 
apresentam um grupo de propriedades cinemáticas semelhantes a: VAP = 25µm/s e 
ALH = 4,5µm (MORTIMER, 2000) enquanto, em caprinos, espermatozoides com 
velocidade eficiente na migração do muco cervical in vitro apresentam LIN >50% e 
ALH= 4,8µm (COX et al., 2006). 
Sabe-se que a qualidade da motilidade e a morfologia espermática estão 
associadas à capacidade de fertilização (HOLT, 2000), entretanto, esta hipótese 
possuem uma correlação absoluta, ou seja, o parâmetro da motilidade é menos preciso 
do que a real fertilidade das amostras de sêmen para se estimar a viabilidade 
espermática (CARVALHO; PAPA, 2003). Desta forma, JASKO (1992) verificou que a 
motilidade total, progressiva e velocidade média (VAP) podem predizer melhor sobre a 
fertilidade, demonstrando a importância do uso da análise computadorizada para se 
obter uma maior acuidade nas avaliações. 
 
3.7 Ultrassonografia Doppler 
3.7.1 Princípios físicos da ultrassonografia 
A onda produzida pela ultrassonografia é uma energia acústica, gerada quando 
vários cristais piezoelétricos vibram a uma frequência elevada, em resposta a uma 
corrente alternada (ALDRICH, 2007), essa vibração gera pulsos de energia que são 
emitidos pelo transdutor que se refletem no organismo e voltam ao transdutor contendo 
informações a respeito da amplitude e frequência da onda sonora (MERRITT, 1999). 
  Na ultrassonografia convencional quanto mais elevado os pulsos transmitidos, 
maiores serão os retornos do eco, gerando imagens variações de tons de cinza 
(NYLAND; MATTOON, 2004). Quando os ecos choram com partículas que 
apresentam movimento rápido, como as hemácias, produzem ecos de baixa amplitude, 
promovendo imagens anecoico dentro da luz dos vasos sanguíneos (MERRITT, 1999). 
Quando o eco de alta frequência choca com um objeto imóvel, o som refletido 
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tem a mesma frequência ou o mesmo comprimento de onda do som transmitido. 
Entretanto, alvos em movimento com relação ao feixe sonoro emitido pelo transdutor 
ocorrem uma mudança na frequência do som que se dispersa pelo objeto em movimento 
(Figura 5). Mudanças destas frequências atuam na velocidade da interface refletora com 
relação ao transdutor, resultando no efeito Doppler (CARVALHO et al., 2008b). 
 
Figura 5. Variação das ondas sonoras transmitidas e emitidas pelo transdutor em: A - 
objeto imóvel - a onda é refletida com mesma frequência que foi emitida, B – objeto 
com movimento em direção ao transdutor – a onda reflete com frequência maior que a 
emitida, C – objeto com movimento em direção contraria ao transdutor – a onda 
refletida com frequência é menor que a emitida  
 
Fonte: adaptado de Carvalho (2009). 
 
3.7.2 Histórico e efeito Doppler 
Em 1842, Christian Johann Doppler descreveu a situação na qual uma fonte de 
ondas (sonoras ou eletromagnéticas), que está em movimento em relação a um receptor, 
altera a frequência de onda durante este processo, aumentando a frequência durante a 
aproximação da fonte e diminuindo durante o seu distanciamento. Assim, na 
ultrassonografia, o chamado efeito Doppler pode ser definido como sendo o princípio 
físico no qual se verifica a alteração da frequência das ondas refletidas quando o objeto 
(corpo) reflete se move em relação a uma fonte de onda sonora (KAWAKAMA et al., 
1993). 
 Quando nos referimos a um som audível, o efeito Doppler é um fenômeno 
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natural observado em nosso cotidiano, como por exemplo, a buzina de um carro em 
movimento em relação a uma pessoa parada (FIGURA 6). O efeito Doppler vem do 
princípio da frequência Doppler, que é a diferença entre a frequência de ecos recebidos 
e ecos emitidos pelo transdutor sendo o referencial estático o transdutor, e a hemácia o 
objeto em movimento que irá gerar a diferença entre a frequência de ecos emitidos e 
recebidos (GINTHER; UTT, 2004). 
 
Figura 6. Representação do efeito Doppler: O apito do trem tem alteração na frequência 
em relação à aproximação ou afastamento do receptor  
 
Fonte: Adaptada de Carvalho (2009). 
 
 
O ângulo entre a intersecção do movimento das células sanguíneas e eco emitido 
pelo transdutor é denominado ângulo Doppler ou ângulo de insonação. Os gráficos de 
valores das velocidades do fluxo sanguíneo só serão confiáveis quando este ângulo 
estiver entre 30 e 60 graus (FIGURA 7), durante o exame Doppler-espectral 
(GINTHER; UTT, 2004).  
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Figura 7. Efeito do ângulo de insonação e a curva resultante do espectral Doppler em 
um vaso, na posição de perpendicularidade (90°) ocorre ausência de sinal 
 
Fonte: Adaptado de Carvalho (2009). 
 
3.7.3 Fundamento do Doppler 
 As técnicas apresentam diferentes modos de ação e são definidas de acordo com 
o objeto de interesse: o modo Doppler-espectral e o modo Doppler-colorido. 
(CARVALHO, 2009). O modo Doppler-espectral é utilizado para avaliação das 
velocidades, pulsatilidade e resistência do fluxo sanguíneo. Transmite pulsos em 
intervalos regulares e recebe o sinal refletido no resto do tempo, comparando-o com 
aquele transmitido. A onda pulsada permite ao Doppler medir uma região específica 
dentro de um campo de imagem, possibilitando assim a medida da velocidade dentro 
dos vasos selecionados (COLTRERA, 2010).  
A amostra a ser avaliada é guiada por um cursor retangular móvel, ajustável pelo 
operador, os ecos originados do sangue em movimento atingem o transdutor captando o 
eco. Entretanto o cursor deve estar inteiramente posicionado sobre o lúmen do vaso 
sanguíneo, para produção do gráfico espectral (CARVALHO, 2009) (Figura 8).  
 Nos últimos tempos, a ultrassonografia tem ferramentas que podem possibilitar o 
mapeamento colorido do fluxo sanguíneo como o modo Doppler-colorido, é utilizado 
para identificar e analisar estruturas ou órgãos permitindo uma avaliação geral da 
perfusão sanguínea, o deslocamento de frequência Doppler é demonstrado como um 
espectro de uma ou duas cores dentro de uma área definida (caixa colorida) 
(CARVALHO et al., 2008). Doppler colorido possibilita ser utilizado associado ao 
Doppler espectral, denominado tríplex Doppler, promovendo informações 
complementares que possibilitam uma maior acurácia no diagnóstico (KING, 2006). 
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A função Power-Flow, permite uma avaliação mais detalhadas dos vasos 
sanguíneos de menor calibre, baixo fluxo e maior sensibilidade (GINTHER, 2004). Já a 
função Color-Flow é responsável por identificar a perfusão vascular em cores azul e 
vermelho, sendo baseado com a relação do fluxo sanguíneo com o transdutor 
(GINTHER, 2007). 
 
Figura 8. Imagem ultrassonográfica Doppler – modo espectral. Forma de onda da 
velocidade do fluxo sanguíneo durante um ciclo cardíaco  
 
Doppler Parâmetros de velocidade: PSV, velocidade sistólica de pico; EDV, final diastólico velocidade; 
TAMV, velocidade máxima média de tempo Fonte: ortiz-rodriguez (2014). 
  
 O pico sistólico (PSV) em modo espectral é o ponto mais elevado no traçado do 
gráfico, já o pico diastólico final (EDV) representa o ponto mais baixo da onda, anterior 
ao início da próxima onda. A velocidade máxima média (TAMV) é gerada pelo cálculo 
da média de todas as velocidades máximas dividida pelo tempo de duração do ciclo 
(GINTHER, 2007). 
Os índices Doppler são uma forma de minimizar os erros de mensuração das 
velocidades do fluxo sanguíneo (GINTHER, 2004). Os índices de resistência (RI) e 
pulsatilidade (PI) são gerados pela equação [(PSV – EDV) /PSV] e [(PSV – EDV) 
/TAMV], respectivamente. São especialmente utilizados na mensuração de fluxo 
sanguíneo de vasos de pequeno calibre e tortuosos (ORTIZ-RODRIGUES et al., 2017). 
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Artigo científico elaborado segundo as normas da revista Arquivo Brasileiro de 
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RESUMO 
 
Objetivou-se com este trabalho avaliar a ultrassonografia Doppler com o exame clínico- 
andrológico identificando a fertilidade dos equinos no estado da Paraíba. Foram 
utilizados 11 equinos da raça quarto de milha, com idade entre três a 27 anos. Os 
ejaculados foram colhidos pelo método de vagina artificial e as amostras foram 
submetidas à avaliação de cinéticas espermática a campo e pelo sistema informatizado 
para análise de espermatozoide (CASA). Em seguida os animais foram submetidos a 
avaliação do fluxo sanguineo testicular com a ultrassonografia Doppler.  Diferenças 
significativas (P<0,05) foram observadas entre os parâmetros de motilidade subjetiva, 
avaliada a campo, e motilidade total avaliada no CASA. Avaliação da membrana 
espermática eosina- nigrosina foi semelhante ao teste das sondas de fluorescência. 
Animais idosos apresentam motilidade reduzida seguidos de um menor aporte 
sanguíneo na região testicular e baixa fertilidade. A ultrassonografia Doppler identificou 
com o Índice de Pulsatilidade tem correlação positiva com amplitude de deslocamento 
lateral de cabeça (ALH) do espermatozoide. Conclui-se que exame clínico-andrológico, 
quando isolado, não determinar a capacidade fértil de garanhões; a ultrassonografia 
associada ao método Doppler identifica animais subférteis e pode ser uma ferramenta 
auxiliar na seleção de reprodutores equinos com potencial fertilidade. 
Palavras-chave: fertilidade; índice de resistência; membranas espermáticas. 
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ABSTRACT 
The objective of this study was to evaluate the Doppler ultrasonography with the 
clinical-andrological examination and fertility of horses in the state of Paraíba. Eleven 
quarter horse equine animals, aged between three to 27 years, were used in this 
experiment. The ejaculates were collected by the artificial vagina method and the 
samples were submitted to field sperm kinetics and by Computer Assisted Sperm 
Analyzes (CASA). Afterwards, the animals were submitted to evaluation of testicular 
blood flow with Doppler ultrasonography. It was observed statistical differences (p 
<0.05) between the parameters of subjective motility evaluated in the field and in the 
CASA. Evaluation of sperm membrane integrity in the field was similar to the 
fluorescence test. Older animals have reduced motility followed by a lower blood 
supply in the testicular region and low fertility. The Doppler ultrasonography identified 
that the Pulsatility Index has a positive correlation with the amplitude of the lateral 
displacement of the head (ALH) of the spermatozoid. It is concluded that the clinical-
andrological examination, when isolated, does not determine the fertile capacity of 
stallions; ultrasound associated with the Doppler method identifies subfertile animals 
and may be an auxiliary tool in the selection of equine reproducers with potential 
fertility. 
Keyword:  fertility; resistance index; sperm motility. 
 
Introdução 
O complexo do agronegócio equino no Brasil é uma atividade que movimenta 
anualmente R$ 16,15 bilhões e gera 612 mil empregos diretos, sendo responsável por 
desenvolver cerca de 3 milhões de postos de trabalho de forma indireta (OBINO 
FILHO, 2016). 
Destacam-se também no agronegócio equino os vários fornecedores de insumos, 
produtos, serviços para a criação, como medicamentos, rações, selas, acessórios, 
ferrageamento, veterinários, treinadores, transporte de equinos, ensino e pesquisa 
(AZEVEDO, 2015). 
A partir da segunda metade do século XX, destacam-se a introdução do cavalo 
no aspecto social, nas atividades de esportes e lazer, na equoterapia auxiliando no 
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tratamento de portadores de dificuldades na área cognitiva, psicomotora e sócio afetiva 
(LIMA et al., 2006).  
O Nordeste é o principal impulsionador deste desenvolvimento devido ao 
esporte da vaquejada, reunindo cerca de 600 animais em apenas uma única prova final 
de semana, este esporte provém da cultura sertaneja nordestina, como grande 
manifestação popular (AZEVEDO, 2015). 
A importância econômica de um reprodutor da espécie equina é fundamental 
dentro da equinocultura brasileira, pois muitos animais de alto valor zootécnico são 
exigidos ao extremo durante repetidas estações de monta pelo alto valor de suas 
coberturas. Portanto, falhas na fertilidade destes garanhões esportistas acarretarão 
prejuízos econômicos consideráveis (HAMMES et al., 1996). 
De acordo com Ginther (1992), a espécie equina foi considerada por muito 
tempo como a de menor fertilidade entre as espécies domésticas, o que foi atribuído a 
características de seleção e problemas relacionados ao manejo reprodutivo. Nesse 
aspecto é válido ressaltar a relevância do garanhão na reprodução equina, sendo ele o 
responsável por produzir um grande número de produtos por ano. Através de um único 
ejaculado pode fecundar várias éguas quando utilizadas modernas biotecnologias. 
Desta forma, o exame andrológico passa a ser uma ferramenta de grande 
importância na comercialização de coberturas e garanhões, já que nas outras espécies 
domésticas, com raras as exceções, não são selecionadas pelo seu desempenho 
reprodutivo, e sim pelo seu pedigree, desempenho esportivo e outras características. 
O exame do potencial de fertilidade de um garanhão inclui todas as etapas de um 
exame andrológico, e é indicado antes de iniciar a estação de monta, exposição, 
diagnósticos de sub ou infertilidade, ocorrência da puberdade, destinado a 
criopreservação de sêmen e comercialização (PAPA et al., 2011).  
O exame andrológico é uma forma indireta de avaliar a fertilidade de garanhões. 
As principais causas de infertilidade equina são variadas, como cópula mal realizada, 
agentes patológicos e problemas na qualidade espermática. Cavalos que apresentam 
alterações no seu comportamento sexual devem ter uma atenção redobrada; levando em 
consideração o exame do sêmen, o que se objetiva é avaliação indireta, como a 
quantidade, qualidade, forma de armazenamento e o transporte no trato genital 
masculino.  
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Baseado na importância do mercado do cavalo e a identificação do crescimento 
deste setor, este trabalho objetivou avaliar a relação do exame andrológico, estudos 
ultrassonográficos e a fertilidade em equinos garanhões criados no estado da Paraíba. 
 
Material e Métodos 
O presente trabalho foi desenvolvido em parceria com os laboratórios de 
Reprodução Animal do Centro de Ciências Veterinária (UFPB/Campus II/Areia), 
Biotecnologia em Reprodução Animal (LABRA/CBiotec/UFPB/Campus I), Laboratório 
de Andrologia (ANDROLAB/Departamento de Medicina Veterinária/UFRPE/Campus 
Dois Irmãos) e os dados coletados na região de Campina Grande/PB (7° 15‟ 18” de 
latitude sul e 35° 55‟ 28” de longitude oeste), no período entre outubro de 2016 a 
outubro de 2017. As condições edafoclimáticas locais apresentam temperaturas mais 
moderadas, considerado tropical com estação seca, com chuvas concentradas no outono 
e inverno, principalmente entre os meses de abril e julho, sendo este último o mês de 
maior precipitação, com média de 154 milímetros (AESA, 2017). 
Os procedimentos realizados nos animais foram conduzidos e aprovados pelo 
Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Paraíba 
(Protocolo 124/2016 CEUA/UFPB). Onze equinos da raça quarto de milha, com idade 
entre três a 27 anos e histórico de fertilidade foram utilizados. Os animais foram 
alimentados com concentrado (6 kg/animal/dia), água e feno tifton ad libitum. Os 
animais foram mantidos nas fazendas de criação. 
Foram realizadas duas colheitas de sêmen por animal. Os ejaculados foram 
colhidos pelo método de vagina artificial modelo Hannover, com temperatura média de 
37 °C. A vagina foi revestida por uma camisinha sanitária e copo coletor composto por 
filtro de nylon para remoção da fração gel do ejaculado. Utilizou-se para a colheita um 
manequim natural, uma égua em estro, os garanhões eram condicionados para a 
realização da coleta. Após a colheita do sêmen, o ejaculado foi mantido fora da luz, 
sobre placa aquecedora (37 °C) durante a avaliação. O sêmen fresco foi avaliado quanto 
ao volume e aspecto no próprio copo coletor graduado. 
 A estimativa da motilidade foi realizada por avaliação subjetiva expressa em 
porcentagem (0-100%), segundo o Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 
2013). As amostras de sêmen receberam diluição de 1:1 com diluente comercial, (Botu-
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sêmen, base de leite desnatado, Botufarma, Brasil) e armazenado (BotuIA, tubo 
plástico, Botufarma, Brasil). Logo em seguida, foram condicionadas na caixa de 
transporte (BotuFlex, Caixa Isotérmica, Botufarma, Brasil). Os ejaculados foram 
transportados para o ANDROLAB, com percurso médio de três horas. A concentração 
espermática seguiu as normas do CBRA (2013). 
 Para o teste de integridade de membrana plasmática foi empregada dupla 
coloração com os corantes eosina-nigrosina, segundo o CBRA (2013). O teste 
hiposmótico foi realizado segundo Snoeck et al. (2014).  
 A avaliação da cinética espermática foi realizada através do sistema 
informatizado para análise de espermatozoide (CASA, SCA; Microptics, SL, Versão 
5.1, Barcelona, Espanha). Uma alíquota (5 µL) de amostra foi colocada sobre lâmina e 
lamínula (18x18 mm); ambas pré-aquecidos a 37 ºC e avaliada por microscopia de 
contraste de fase (Eclipse 50i, Nikon, Japão). As imagens das células espermáticas 
foram capturadas usando uma câmera de vídeo (Basler Vision Technologie A312FC, 
Ahrensburg, Alemanha), ampliação de 100x. Para cada amostra, foram gravados cinco 
campos aleatórios, não consecutivos, com observação mínima de 500 espermatozoides 
por captação. As seguintes variáveis foram avaliadas: motilidade total (MT; %), 
motilidade progressiva (MP; %), velocidade linear progressiva (VSL; µm/s), velocidade 
curvilínea (VCL; µm/s), velocidade média do percurso (VAP; µm/s), Frequência do 
batimento flagelar cruzado (BCF; Hz), amplitude do deslocamento lateral de canbeça 
(ALH; µm), retilinearilidade (STR; %) e linearidade (LIN; %). Os parâmetros do 
sistema CASA foram medidos com as seguintes configurações: temperatura de 37 °C; 
ampliação 100 x; número de imagens, 25; quadros por segundo, 25; área da cabeça, 20-
70 µm²; VAP: 10 µm/s lentos; <45 µm/s médio; <75 µm/s rápidos; progressividade, 
80% STR; circular, 50% LIN e índice de oscilação (W.O.B). 
 Para análise da integridade de membrana plasmática e acrossomal (iPAM), 
50 µL do sêmen foi corado com 5,0 µL de IP (solução de trabalho: 1 mg/mL em PBS) e 
5,0 µL de FITC-PNA (solução de trabalho: 0,04 mg/mL em PBS), homogeneizada e 
incubada a temperatura ambiente por cinco minutos e avaliada por meio de citometria 
de fluxo. Para tanto, foi utilizado citômetro de fluxo ImageStream x Mark II (EMD 
Millipore Corp., Seattle, Washington) equipado com um microscópio com objetiva 60x 
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(resolução de pixel de 0,5 µm) com uma taxa de imagem de 5000 células por segundo, e 
velocidade de fluxo de 44 mm/s. O laser 488 nm foi utilizado com intensidade ajustada 
para 55,0 mW. O tamanho das células foi de 7,0 µm, as quais foram avaliadas em laser 
488 nm, com intensidade ajustada para 55,0 mW. Um total de 5000 eventos por amostra 
foi capturado. Imagem de campo brilhante foi coletada usando um iluminador de campo 
brilhante baseado em LED. Células marcadas com FITC-PNA foram coletadas no canal 
2 (505-560 nm), e marcadas com o IP foram recolhidas no canal 5 (640-745 nm). O 
software INSPIRE foi usado, e a análise da imagem foi realizado usando o software de 
análise de imagem IDEAS 6.0. Os resultados obtidos foram expressos como percentual 
de células com membrana plasmática intactas (PNA-/IP-). 
 Para o exame ultrassonográfico, os animais foram posicionados no tronco de 
contenção para equinos e submetidos ao exame na região do testículo e cordão 
espermático. Utilizou-se o aparelho S2V (SonoScape Co., Ltda, China), equipado com 
transdutor linear e convexo, ambos multifrequencial. 
 Antes do exame de ultrassonografia, os animais passaram por exame clínico para 
avaliação da frequência cardíaca, frequência respiratória, temperatura corporal, tempo 
de perfusão capilar (TPC), motilidade intestinal e colheita de sangue para análise 
hematológica. Todos os exames de ultrassonografia foram realizados pelo mesmo 
operador, para evitar variação operacional. 
 Inicialmente o modo B identificou artérias testiculares (Fig. 1A) e posicionou o 
modo Power Doppler para a avaliação dos parâmetros de fluxo sanguíneo (Fig. 1B). Em 
seguida, o Doppler pulsátil avaliou a velocidade do fluxo sanguíneo dos vasos (Fig. 2A 
e 2B), com utilização do ângulo Doppler de 60º. Para avaliação dos parâmetros Doppler 
foi calculado a Velocidade Sistólica do Pico (PSV), a Velocidade Diastólica Final 
(EDV) e a Velocidade Máxima do Tempo (TAMV); estes valores foram utilizados para 
o cálculo dos Índices de Resistência (IR: PSV-EDV/PSV) e Pulsatilidade (IP: PSV-
EDV/TAMV). 
 Durante a estação de monta os garanhões foram submetidos a colheitas de sêmen 
entre uma a três coletas por semana; cada garanhão foi utilizado para a inseminação de 
éguas, de acordo com a demanda, ocasionando um número variável de éguas 
inseminadas durante toda estação de monta para cada reprodutor. O percentual de 
fertilidade foi calculado baseado em éguas prenhes com uma única inseminação. 
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 Para análise dos dados, o experimento foi conduzido em delineamento 
experimental inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos à análise de 
variância pelo teste F (p≤0,05) e as médias foram comparadas pelo teste R Core Team 
(2017) devido os dados serem classificados como não paramétricos. Após os resultados, 
foi realizada uma análise de regressão exponencial e teste de correlação Pearson. Foi 
utilizado o software R versão 3.4 para a realização das imagens. 
 
Figura 1. Imagem ultrassonográfica da artéria testicular em Modo B (A); Posicionamento do Modo Power 
Doppler no cordão espermático (B) 
 
Plexo Direito (PD); Plexo Esquerdo (PE). Fonte: Arquivo Pessoal. 
 
Figura 2.  Corte transversal do cordão espermático. A. Modo Power Doppler de cor dos vasos do cordão 
espermático, exibição do método utilizado para medir um ciclo cardíaco usando Doppler pulsátil 
 
Plexo Direito (PD); Velocidade Sistólica do Pico (PSV); Velocidade Diastólica Final (EDV) e a 
Velocidade Máxima do Tempo (TAMV). Fonte: Arquivo Pessoal. 
 
Resultados 
  Observou-se diferença (P>0,05) entre os parâmetros de motilidade subjetiva, 
avaliada a campo, e motilidade total avaliada no sistema computadorizado de avaliação 
espermática (CASA) (Fig. 3).   
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Figura 3. Parâmetros de motilidade espermática equina avaliados de forma subjetiva 
(Motilidade Total a Campo; M.T.C); e de forma objetiva (sistema informatizado para 
análise de espermatozoide; CASA)  
 
 
 
Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste F (P<0,05). 
 
A análise do teste de integridade de membrana plasmática (método dupla 
coloração com eosina-nigrosina) não apresentou diferença (P>0,05) quando comparada 
às análises realizadas no laboratório através das sondas fluoróforas (Fig. 4). Já o teste de 
funcionalidade de membrana (HOST) apresentou diferença (P<0,05) quando comparado 
com a integridade de membrana tanto pelo método de coloração a campo quanto através 
das sondas fluoróforas.  
 
Figura 4. Parâmetros de integridade de membrana plasmática (EO), funcionalidade da membrana 
plasmática (HOST) e integridade de membranas plasmática e acrossomal (CF) de equinos criados no 
estado da Paraíba  
 
Médias seguidas de letras diferentes indicam significância (P<0,05; Teste F). EO: eosina-nigrosina; 
HOST: teste hiposmótico; CF: citometria de fluxo. PNA: fluoróforo Isoticianato de Carboxifluoresceína 
conjugado à lectina do amendoim; IP: iodeto de propídeo.  
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Durante a avaliação clínica e hematológica nos animais do experimento não foi 
observada diferença nos parâmetros vitais e na análise hematológica, 
independentemente da idade dos animais, os resultados permaneceram dentro dos 
valores de referência (Fig. 5). Apesar disto, houve variação (P<0,05) no percentual da 
motilidade de campo em relação à idade dos garanhões (Fig. 6). No intervalo entre as 
idades de cinco a dez anos, os animais apresentaram motilidade ≤ 70%. Contudo, 
verificou-se que animais com idade superior a 10 anos apresentaram motilidade ≤50%. 
 
Figura 5. Média dos parâmetros obtidos entre os animais submetidos aos exames clínicos (valores 
obtidos) e os valores de referência para a espécie equina, de acordo com cada parâmetro  
 
 
Figura 6. Função exponencial da variável motilidade espermática em função da idade dos garanhões 
avaliados no estado da Paraíba 
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Observou que o índice de resistividade apresentou diferença (P<0,05) quando 
comparada à idade dos animais (Fig. 7). Os animais adultos observados demostraram 
um ciclo cardíaco mais curto, diminuindo o aporte sanguíneo nos testículos. 
Os parâmetros do Doppler velocimétricos índice de resistência (IR) e índice de 
pulsatilidade (IP), e as análises de parâmetros cinéticos da célula espermática mostraram 
que índice de Pulsatilidade tem uma correlação positiva com amplitude de 
deslocamento lateral da cabeça (ALH) (Fig. 8). 
 
Figura 7. Relação do parâmetro ultrassonográfico índice de resistência (IR) testicular e a idade dos 
equinos criados no estado da Paraíba 
 
Figura 8. Análise de correlação simples entre os Índices Doppler velocimétricos IR e IP e a análise 
objetiva do sêmen de equinos submetidos ao exame clínico-andrológico no estado da Paraíba 
 
Índice de Pulsatilidade (PI), Índice de Resistência (RI), Dimensões Testicular (DM), Motilidade 
Progressiva (MP), Velocidade Curvilínea (VCL), Velocidade Média do Trajeto (VAP), Velocidade 
Linear Progressiva (VSL), Retilinearidade (VSL/VAP), Amplitude de Deslocamento da Cabeça (ALH), 
Frequência Batimento Flagelar (BCF). 
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Durante a avaliação da fertilidade dos garanhões na estação de monta, observou-
se que animais jovens, apresentaram taxa de fertilidade superior aos animais adultos 
(Fig. 9).  
 
Figura 9. Taxa de fertilidade dos reprodutores equinos submetidos aos exames clínicos andrológicos 
criados no estado da Paraíba durante o período de estação de monta 
 
 
Discussão 
Observou-se que a motilidade subjetiva a campo foi superior à análise de 
motilidade realizada pelo método automatizado (CASA). É importante ressaltar que na 
análise subjetiva, o nível de correlação pode sofrer uma variação entre 0,15 e 0,83 
(Januskaukas et al., 2003) e a estimativa pela análise computadorizada, entre 0,82 e 0,98 
(Farrell et al., 1998). Segundo Carvalho et al. (2009), durante a avaliação subjetiva, há 
uma tendência em se superestimar a percentagem de espermatozoides móveis, 
especialmente em amostras com alta concentração espermática  
Entretanto deve-se levar em consideração que as amostras foram 
acondicionadas, refrigeradas e transportadas para análise de uma cidade para outra. 
Alberts et al. (1999) afirmam que os espermatozoides de algumas espécies são 
resistentes a refrigeração por apresentar altas concentrações de colesterol na membrana 
plasmática, que atua estabilizando a membrana plasmática e reduzindo a faixa de 
temperatura para a fase de transição. Segundo Hartwig et al. (2012), espermatozoides 
equinos são considerados susceptíveis às lesões causadas pela refrigeração, por 
apresentarem baixas concentrações de colesterol. As avaliações realizadas neste estudo 
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mostraram que em condições de campo, a célula espermática tende a possuir maior 
motilidade, entretanto pós-refrigeração essas células diminuem a motilidade, como 
observado na avaliação fornecida pelo método CASA.  
Ao avaliar a integridade e funcionalidade de membrana espermática, observou-
se correlação direta entre a eosina/nigrosina e a sonda Iodeto de Propídeo (IP), pois 
ambos os testes avaliam a integridade de membrana. Pintado et al. (2000) ratificaram o 
papel do IP como um bom indicador de células lesadas, pois observaram correlação 
positiva com a eosina/nigrosina/giemsa. O IP é um corante com afinidade para com o 
ácido nucleico e sonda identifica espermatozoides mortos, corando seu núcleo em 
vermelho, pois a membrana plasmática quando intacta impede sua penetração na célula 
(Garner et al., 1986). Esta observação, no presente experimento, reforça que o teste 
eosina/nigrosina pode ser utilizado de forma segura a campo, pois os resultados obtidos 
são compatíveis à técnica de citometria de fluxo, sendo o primeiro um teste mais barato 
e prático de execução a campo para andrológico em equinos. 
Vale ressaltar que a idade interferiu negativamente sobre a manutenção da 
motilidade. Roser (2001) cita a hipótese de garanhões com idade acima de quinze anos 
apresentarem redução na fertilidade, condição associada à redução na produção de 
espermatozoides com motilidade progressiva, possível degeneração testicular, 
impotência, baixa libido e diminuição da capacidade de monta; estas falhas reprodutivas 
iniciam-se precocemente, em nível testicular, evoluindo para o sistema endócrino, 
hipotálamo, na região produtora de GnRH, e na adenohipófise, região produtora de 
gonadotrofinas. 
Turner (2012) afirma que a fisiopatologia da degeneração senil esta relacionada 
com a queda na produção de estrógenos e gametas. Entretanto esse mecanismo da 
degenaração testicular ocasionada pelo envelecimento é extremamente complexo no 
garanhão, pois apresentam sinais clínicos não especificos e progressivos, como a queda 
na qualidade do ejaculado, macies testicular e redução no parênquima. 
 Entretanto, o fator nutricional é citado por Arruda et al. (2010), que orienta o 
cuidado com a nutrição dos animais idosos, que é fundamental para a obtenção de bons 
resultados na reprodução. Nas condições deste experimento podemos descartar a 
questão alimentar, visto que os animais receberam alimentação balanceada de acordo 
com a idade. Desta forma, é interessante abordar possíveis falhas reprodutivas.  
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Pavlica e Barozz (2001) citam que a funcionalidade do testículo está associada a 
uma boa perfusão testicular. Esta afirmação justifica os resultados encontrados neste 
experimento, que durante avaliação Doppler os animais adultos apresentaram o índice 
de resistividade menor em comparação aos animais mais jovens. Schurich et al. (2009) 
citam que o índice de resistência (IR) tem relação direta com a perfusão normal nos 
tecidos; qualquer alteração tissular nos testículos acarreta em alterações nas células 
espermáticas, já que a massa testicular é constituída entre 70 a 80 % de túbulos 
seminíferos, e esses possuem uma concentração de oxigênio relativamente baixa quando 
comparado com outros órgãos.  Menor resistividade indica maior fluxo sanguíneo, que 
eleva a temperatura testicular aumentando o metabolismo e a demanda de oxigênio pode 
culminar em degeneração testicular, prejudicando a espermatogênese. 
  Os valores de IP e IR, quando medidos no plexo testicular, contribuem para 
reforçar a diminuição da motilidade em animais mais velhos (Batissaco, 2013). 
Verstegen et al. (2002) afirmam que a mensuração da ALH está relacionada com a 
capacidade de penetração na zona pelúcida do oócito, assim, a ALH é um dos 
parâmetros que exerce efeito sobre a fertilização. Estes estudos podem explicar a 
correlação positiva entre o índice de pulsatilidade e a amplitude de deslocamento lateral 
da cabeça (ALH). O aumento da ALH pode justificar a diminuição da fertilidade de 
reprodutores mais velhos, principalmente quando utilizada a inseminação com sêmen 
refrigerado, uma vez que o sêmen apresentaria menor tempo de viabilidade no trato 
reprodutor da fêmea e comumente a inseminação não ocorrer no momento da ovulação. 
 
O exame andrológico, pela avaliação dos parâmetros de motilidade subjetiva e 
integridade de membranas não justificariam a diminuição da fertilidade em animais 
mais velhos, assim como a alteração nos parâmetros cinéticos, entretanto, a associação 
com a ultrassonografia pôde fundamentar tais achados. 
 
Conclusão 
O exame clínico-andrológico, de forma isolada, não é capaz de determinar a 
capacidade fértil de garanhões; a ultrassonografia associada ao método Doppler pode 
ser uma ferramenta auxiliar na seleção de reprodutores equinos. 
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número de Referências não deve exceder a 30.  
 Preparação dos textos para publicação: os artigos devem ser redigidos em português ou 
inglês na forma impessoal.   
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1,5, em todas as páginas e seções do artigo (do título às referências), com linhas 
numeradas; não usar rodapé. Referências a empresas e produtos, por exemplo, devem 
vir, obrigatoriamente, entre parêntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do 
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artigo e não ultrapassar 50 palavras; Autores e Afiliação. Os nomes dos autores são 
colocados abaixo do título, com identificação da instituição a qual pertencem. O autor e 
o seu e-mail para correspondência devem ser indicados com asterisco somente no “Title 
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acrescentar revisão de literatura. Incluir os principais resultados numéricos, citando-os 
sem explicá-los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma informação completa. 
Palavras-chave e Keywords. No máximo cinco e no mínimo duas*. * na submissão usar 
somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo constar tanto keyword (inglês) quanto 
palavra-chave (português), independentemente do idioma em que o artigo for 
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referências, o suficiente para balizá-la. Material e Métodos. Citar o desenho 
experimental, o material envolvido, a descrição dos métodos usados ou referenciar 
corretamente os métodos já publicados. Nos trabalhos que envolvam animais e/ou 
organismos geneticamente modificados deverão constar obrigatoriamente o número do 
Certificado de Aprovação do CEUA (anexar certidão em PDF). Resultados. Apresentar 
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As tabelas devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferência após a 
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pontos: desenho, fotografia, gráfico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe 
inicialmente a palavra Figura, seguida do número de ordem em algarismo arábico e 
ponto (ex.: Figura 1.) e é citada no texto como Fig seguida de ponto e do número de 
ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de 
inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem também ser enviados no 
formato JPG com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo próprio de 
submissão, na tela de registro do artigo. As figuras devem ser obrigatoriamente 
inseridas no corpo do texto de preferência após a sua primeira citação. “Nota”: Toda 
tabela e/ou figura que já tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda, 
informação sobre a fonte (autor, autorização de uso, data) e a correspondente referência 
deve figurar nas Referências. Discussão. Discutir somente os resultados obtidos no 
trabalho. (Obs.: As seções Resultados e Discussão poderão ser apresentadas em 
conjunto a juízo do autor, sem prejudicar qualquer uma das partes). Conclusões. As 
conclusões devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e serem apresentadas 
de forma objetiva, SEM revisão de literatura, discussão, repetição de resultados e 
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especulações. Agradecimentos. Não obrigatório. Devem ser concisamente expressados. 
Referências. As referências devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se 
preferência a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas. 
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ANEXO B - PREPARO DAS SOLUÇÕES 
1) SOLUÇÃO HIPOSMÓTICA/ TESTE HOST (HO) 
- Sacarose: 300 mOsm     10,27g / 100ml 
- Frutose: 300 mOsm     5,404g / 100ml 
- Cloreto de Sódio: 300 mOsm     0,876 g / 100 ml 
- Citrato de Sódio: 100 mOsm     0,928 g / 100 ml; 50 mOsm     0,464 g / 100 ml 
- Água Destilada:             1 gota______20l________900 mOsm 
X________20l_______50 mOsm 
1 gota de sêmen = 20l  :  17 gotas de agua destilada = 340l (Total 18 gotas) 
1 gota______20l________900 mOsm 
X________20l_______100 mOsm 
1 gota de sêmen = 20 L: 8 gotas de agua destilada = 160L (Total 9 gotas) 
PROPORÇÕES 
Osmolaridade Sol. 300mOsm Água destilada 
300 1 0 
250 5 1 
200 2 1 
150 1 1 
100 1 2 
50 1 5 
 
2) SOLUÇÃO EOSINA-NIGROSINA 
Para 100 ml da Solução: 
- Eosina – 1% (1g) 
- Nigrosina – 5% (5g) 
- Citrato de Sódio - 3% (3g) 
- Água destilada em pH – 6,7 
 
3) SOLUÇÃO TAMPONADA DE FORMOL SALINA A 2,9% 
- Citrato de Sódio 2,9% - 96 mL 
- Formol Comercial – 4 mL 
 
 
 
 
 
